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Capítulo I 
 
BIOCATÁLISIS: UN PROYECTO PERSONAL 
Antonio Ballesteros Olmo 
RESUMEN 
Se describe la fundación del Departamento de Biocatálisis, hace 40 años. El 
autor, después de realizar su Tesis doctoral en catálisis química en el Instituto 
de Química Física Rocasolano, volvió de una larga estancia posdoctoral para 
iniciar esa línea de trabajo en el Consejo Superior de Investigaciones 
Científicas. Los temas desarrollados desde entonces por el autor en el nuevo 
Instituto de Catálisis, incluyen enzimas de biosíntesis de histidina, nucleasa de 
Staphylococcus aureus, hidrogenasas, Lipasas, inmovilización sol-gel, 
enzimas de azúcares, modificación enzimática de antioxidantes, 
Metagenómica para biocatálisis y evolución molecular dirigida. Esta hoja de 
ruta de lo que hemos realizado en este tiempo, ha servido de ejemplo a seguir 
por laboratorios internacionales y nacionales para iniciarse en biotecnología 
industrial. Finalmente, se dan unas reflexiones sobre temas/investigaciones 
importantes en biocatálisis aplicada que podrían tener un gran impacto en el 
futuro. 
Palabras clave: Biocatálisis aplicada; Enzimas; Metagenómica; Evolución 
molecular dirigida. 
ABSTRACT 
Biocatalysis:	  A	  personal	  project 	  
The foundation of the Department of Biocatalysis forty years ago is described. 
The author, after obtaining his Ph.D. thesis on chemical catalysis in the 
Institute of Physical Chemistry Rocasolano, came back from a long postdoc 
20	   A.	  Ballesteros	  
 
stay to initiate this new line of research in the CSIC (Spanish Research 
Council). The research themes developed since include Enzymes of the 
histidine operon, Staphylococcus aureus nuclease, Hydrogenases, Lipases, 
Sol-gel immobilization, Carbohydrate-active enzymes, Enzymatic modifications 
of antioxidants, Metagenomics in biocatalysis and Directed molecular 
evolution. This route map of ours, have been an example for other international 
and national laboratories to initiate research on industrial biotechnology. Lastly, 
the author presents his opinions on important themes/lines that could also have 
a great impact in the future. 
Keywords: Applied Biocatalysis; Enzymes; Metagenomic; Direct Evolution. 
 
1.  INTRODUCCIÓN 
 El fundador de la Sección de Catálisis en el Instituto de Química Física 
Rocasolano CSIC (sección que más tarde se transformaría en Departamento 
de Catálisis, y posteriormente en Instituto de Catálisis y Petroleoquímica), Prof. 
Juan Francisco García de la Banda, ya en los primeros años de la década de 
los 60 acariciaba la idea de que junto a la continuación del estudio de los 
catalizadores inorgánicos -bien en fase heterogénea, bien en fase homogénea- 
y sus aplicaciones, abrir una nueva línea: el estudio de los catalizadores 
biológicos. Su razonamiento era que de esta manera, y dado que los principios 
fisicoquímicos de funcionamiento de cualquier catalizador eran los mismos, la 
investigación simultánea en ambas líneas de abordaje -aunque los materiales y 
técnicas eran muy diferentes-permitiría un enriquecimiento en ambas 
temáticas, puesto que los conocimientos adquiridos serían extrapolables de 
una línea de trabajo a otra. 
 En 1965, me encontraba realizando la Tesis doctoral en Química (sobre 
acidez de catalizadores de sílice/alúmina empleados en el craqueo de 
petróleo), al mismo tiempo que cursaba la Licenciatura en Farmacia. En esta 
fecha, comuniqué al Dr. García de la Banda mi disposición a desarrollar la 
Biocatálisis en el futuro. Esto requería realizar una larga etapa postdoctoral en 
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el extranjero aprendiendo sobre catálisis enzimática, para lo cual elegí el 
laboratorio del Prof. Christian Anfinsen, de los National Institutes of Health, 
Bethesda, USA -quien más tarde recibiría el Premio Nobel-. Con una beca del 
US Public Health Service; en 1967 comencé una estancia de 2 años muy 
fructíferos. Allí me familiaricé con dos temas de trabajo que después 
desarrollaría en profundidad a mi vuelta a España: 1) principalmente, la 
investigación sobre el operón de la histidina en Salmonella typhimurium, y 2) el 
estudio de la enzima nucleasa de Staphylococcus aureus. 
2.  TEMAS INVESTIGADOS 
2.1. Enzimas de biosíntesis de histidina (1969-1976) 
 Una vez de vuelta al CSIC (Instituto Rocasolano en Madrid), decidí 
continuar estudiando las enzimas del operón de la histidina, pero no en S. 
typhimurium sino en Escherichia coli, bacteria en la que apenas había nada 
hecho. Para ello, llegaron los primeros colaboradores: D. Rafael Martín del Río, 
D. Víctor M. Fernández López y D. Alfredo Rodríguez Tébar, el segundo Dr. en 
Farmacia y Profesor Adjunto de la U. de Granada, para una estancia 
postdoctoral, y los otros dos, licenciados en Medicina, para realizar su Tesis 
doctoral. Fue un periodo de una intensa actividad ya que había que empezar 
de cero, encontrar espacio y montar el laboratorio, y al mismo tiempo, hacer 
una buena investigación.  
Mediante diversos agentes mutagénicos, fuimos capaces de obtener 
unos excelentes mutantes reguladores en el operón, cuyo nivel de enzimas de 
la ruta de biosíntesis del aminoácido era constitutivo y 30 veces más alto que el 
nivel estándar del tipo silvestre (1). Además, mediante experimentos de 
conjugación y también de transducción -técnica ésta aprendida por el autor en 
el Institut für Genetik de la U. de Colonia-, se consiguió mapear los genes 
reguladores hisO, hisR, hisS e hisT, que resultaron estar en posiciones  
similares a las encontradas en el cromosoma del S. typhimurium. Llegamos a la 
conclusión (1, 2) de que el control del operón de la histidina era más complejo 
de lo que podría esperarse de acuerdo con el modelo de control negativo de 
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Jacob y Monod (en el que la histidil-tARN sintetasa estaría implicada formando 
el co-represor, his-tARN). Ampliando nuestros datos cinéticos sobre la primera 
enzima de la ruta (3, 4), y con la utilización de resonancia de espín electrónico 
(5, 6) -en colaboración con el Dr. Javier Soria (CSIC Madrid)-, fluorescencia (7), 
y microcalorimetría (8) -junto con el Dr. José Laynez (CSIC Madrid)-, 
encontramos que esta enzima, cuando su sitio “feedback” está intacto, ejerce 
un control positivo en la represión-desrepresión. 
2.2. Nucleasa de Staphylococcus aureus (1973–1991) 
 Esta proteína de solo 149 aminoácidos había sido estudiada a fondo por 
Anfinsen. Presentaba la singularidad (y ventaja) de no poseer ningún enlace 
disulfuro (- S–S - ), por lo que no presentaba el inconveniente de que éstos se 
redujesen a sulfhidrilos (- SH -) -y viceversa- en condiciones reductoras -u 
oxidantes- apropiadas. Precisamente trabajando con esta nucleasa, 
Cuatrecasas, Wilchek y Anfinsen publicaron en 1968 el descubrimiento del 
método de la “affinity chromatography”. Además, Anfinsen y col. demostraron 
en elegantes experimentos cómo funcionaba el mecanismo catalítico en esta 
endonucleasa. Y un “tour de force” del laboratorio fue la demostración de que si 
se sintetizaban por síntesis orgánica clásica varios fragmentos polipeptídicos 
de nucleasa, y luego se ponían en contacto en solución apropiada, se podía 
reconstituir la actividad enzimática propia de la enzima. 
 Pues bien, con esta enzima nativa, tan conocida en fase soluble, 
empezamos en el grupo de biocatálisis del CSIC a investigar, después de fijar 
la proteína a soportes insolubles adecuados; de esta manera pasábamos de la 
catálisis homogénea de Anfinsen a la catálisis heterogénea (en la que la 
entidad enzima/soporte se encontraba en la fase sólida, y los demás 
componentes de la reacción, en fase líquida). La primera Conferencia de 
Ingeniería Enzimática (Enzyme Engineering I,1971, USA) definió a las enzimas 
inmovilizadas como “enzimas que están físicamente confinadas o localizadas 
en una cierta región del espacio, con retención de su actividad catalítica y que 
pueden ser usadas de forma repetida y continua”. En los primeros 
experimentos, elegí como posibles soportes el vidrio de poro controlado -muy 
popular por entonces-, y además también uno de los componentes del agar (la 
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agarosa, que sería el que mejor resultado nos daría como soporte para 
inmovilizar por enlace covalente la nucleasa). Una característica importante de 
la agarosa como soporte, es la gran cantidad de grupos hidroxilo que presenta, 
los cuales son fácilmente activables para posteriormente poder reaccionar 
químicamente con los grupos R de la cadena polipeptídica. Otra característica 
de los geles de agarosa es que se pueden utilizar en reactores enzimáticos 
agitados formados por cubetas (2 x 2 cm) del espectrofotómetro y no producen 
interferencias notables en el paso de la luz -muy al contrario del caso del vidrio 
poroso-. Los primeros experimentos los realizó D. Jose M. Guisán; años más 
tarde llegaría D. Joaquín Serrano. Ambos realizarían con estas investigaciones 
sus Tesis doctorales (1979 y 1981). 
 En nuestros trabajos, utilizamos una agarosa entrecruzada y así 
estabilizada, comercialmente disponible (“Sepharose”) de la casa Pharmacia, 
comprada ya activada con CNBr. En primer lugar, se prepararon derivados 
insolubilizados de nucleasa/Sepharose (9), en los que la enzima estaba 
enlazada covalentemente por sus grupos amino. En segundo lugar, se 
estudiaron las propiedades cinéticas del mejor derivado obtenido, utilizando un 
sustrato pequeño, una timidina sintética, para así minimizar los posibles efectos 
negativos de la difusión del sustrato en los poros (10). En tercer lugar, se 
estudió en qué casos la difusión de sustratos o productos era el paso 
controlante de la catálisis y en cuáles no (11). A continuación, se compararon 
los resultados con los obtenidos con un sustrato natural de la enzima, un ADN 
de gran tamaño molecular (12). Los resultados obtenidos, señalaban la 
posibilidad de que la enzima estuviese distribuida en la partícula del soporte, 
bien de forma uniforme a lo largo de toda la partícula, bien que estuviese 
principalmente repartida en la parte más externa, a modo de cáscara (“shell”); 
en este último caso, la enzima inmovilizada presentaba una eficiencia catalítica 
(kcat/Km) mucho mayor. Además de comprar agarosa ya activada con 
bromocianógeno, pusimos a punto en el laboratorio este método de activación -
método en el que hay que tomar muchas precauciones para que no se forme 
cianuro de hidrógeno, altamente tóxico-, lo que nos permitió después conseguir 
un intervalo muy grande (hasta 40 veces) en la activación del soporte (13). 
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Posteriormente, se hizo una caracterización textural a fondo (diámetro de poro, 
área de poros) de las agarosas activadas preparadas. J. Kohn and M. Wilchek 
(Weizmann Institute) habían reportado cuáles eran las especies activas en la 
reacción de activación con CNBr: cianatos e imidocarbonatos, lo que nos fue 
de una gran utilidad para medir el número de grupos activos por unidad de 
volumen de gel. 
 Al mezclar la disolución de enzima y la suspensión del soporte, según 
sean las concentraciones y cantidades relativas que utilicemos, el tiempo, la 
temperatura, se obtienen derivados con la enzima uniformemente distribuida, o 
con la enzima no uniformemente ligada (p.e., en shell) (14); en uno u otro caso 
se pudieron obtener las ecuaciones teóricas que siguen los modelos 
planteados. Nuestros datos (15), nos llevaron claramente a la hipótesis de que 
la enzima en los casos en que el soporte estaba muy activado, estaría unida al 
soporte por múltiples enlaces covalentes. En una detallada caracterización 
fisicoquímica de los derivados (por espectroscopia UV-Vis, estudios cinéticos, 
equilibrio enzima inmovilizado/inhibidor, titulación con un inhibidor especifico 
del centro activo, y midiendo el nº de grupos aminos libres antes y después de 
la insolubilización), se concluyó que existían 4–5 enlaces covalentes entre 
soporte y enzima (16). Este multienlace hizo que los derivados preparados 
fueran 700 veces más estables a la temperatura, comparados con el derivado 
unido por un solo enlace (13). 
 Allá por 1983 los Profs. José Mª Marinas y José V. Sinisterra, del 
Departamento de Química Orgánica de la U. de Córdoba, decidieron ampliar 
sus investigaciones previas en catálisis heterogénea al estudio de los 
catalizadores biológicos, para lo que contactaron con el autor. Como tema de 
trabajo elegí la inmovilización de esta (y otras) nucleasa(s) -como RNasa A, 
fosfodiesterasa de bazo o benzonasa- por otros métodos, proyecto dentro del 
cual D. José Mª Sánchez-Montero y D. Andrés R. Alcántara realizaron sus 
Tesis doctorales (1989 y 1989). El objetivo de preparar estos nuevos 
biocatalizadores inmovilizados era su aplicación a la hidrólisis de los ácidos 
nucleicos presentes en concentrados de proteínas provenientes de organismos 
unicelulares (“single cell proteins”) antes de poder usarse para alimentación 
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humana: los nucleótidos originados en la hidrólisis no precipitan con las 
proteínas, por lo que pueden ser fácilmente eliminados (de no eliminarse, al ser 
ingeridos ocasionarían enfermedades del tipo de la gota, ya que precipitaría 
ácido úrico en las articulaciones). 
 Se investigaron dos soportes muy diversos (agarosa o partículas 
procedentes del corazón de la mazorca de maíz una vez quitados los granos). 
Se utilizaron/mejoraron nuevos métodos de activación de agarosa y de zuro 
(17, 18). El comportamiento (actividad, estabilidad) de las nucleasas  nativas o 
inmovilizadas en medios agua-disolventes orgánicos miscibles fue objeto de 
detalladas investigaciones, en las que incluso se aplicaron las técnicas de 
dispersión óptica rotatoria y de espectrometría diferencial después de choque 
térmico (19-21). Sendas muestras inmovilizadas de RNasa A y de 
endonucleasa se emplearon -de forma secuencial y en un reactor agitado 
provisto de una cesta que separaba la enzima inmovilizada- para reducir la 
concentración de ácidos nucleicos en muestras de extractos de levaduras. El 
funcionamiento fue excelente ya que el porcentaje de ácidos nucleicos (ARN + 
ADN) se redujo desde 5-15% -según la muestra- hasta el 0,5%, sin pérdida de 
proteína (22). 
2.3.  BiofotolÍsis del agua: hidrogenasas desde 1976 
 La guerra árabe-israelí de 1973 hizo subir casi 4 veces el precio del 
petróleo, lo que disparó todas las alarmas para empezar a investigar otras 
alternativas energéticas renovables, entre ellas la fotólisis del agua para 
producir hidrógeno, la cual se puede conseguir tanto con catalizadores 
inorgánicos como mediante biocatalizadores acoplados a sistemas 
fotosintéticos (BioH2). Las hidrogenasas son enzimas que catalizan la reacción 
más simple conocida, la combinación -reversible- de dos protones y dos 
electrones para dar H2. Las hidrogenasas, son un tipo de enzimas ampliamente 
distribuidas en bacterias y algas. Todas las hidrogenasas caracterizadas tienen 
agrupamientos (“clusters”) hierro-azufre y muchas contienen níquel. Las mejor 
estudiadas pertenecen a dos tipos de microorganismos: i) Las hidrogenasas de 
bacterias anaerobias tienen diferente sensibilidad al oxígeno y que 
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generalmente contienen tres {4Fe-4S} clusters. En este grupo, la mejor 
conocida es la hidrogenasa bidireccional de C. pasterianum, muy sensible a la 
inactivación por oxígeno -en 4 minutos al aire pierde el 50% de su actividad-. ii) 
Las hidrogenasas de bacterias fotosintéticas son muy termoestables y 
relativamente insensibles a la inactivación por oxígeno. Tienen un solo cluster 
4Fe-4S. La más estudiada ha sido la de C. vinosum. 
 Los Profs. Nathan Kaplan y M.D. Kamen, de la U. de California San 
Diego (UCSD), demostraron entonces que se podían acoplar cloroplastos de 
espinaca a una hidrogenasa en presencia de un mediador de electrones  
expuesto el sistema a la luz, daba lugar a la evolución de hidrógeno (23). Ellos 
estaban estudiando las hidrogenasas de Clostridium pasterianum y de 
Chromatium vinosum. Durante una estancia sabática en UCSD con el Dr. 
Kaplan en 1975-1976, me familiaricé con este tema emergente, aprendí a 
trabajar con el manejo y purificación de hidrogenasas lábiles al oxígeno, tema 
éste de las hidrogenasas que a mi regreso empecé a poner a punto en mi 
grupo de biocatálisis. 
 Ya en Madrid, decidí empezar a estudiar las hidrogenasas de C. 
pasterianum y de C. vinosum. Para el manejo y la purificación de la primera, 
diseñamos un complicado aparato de purificación en anaerobiosis, idóneo 
también para  cualquier proteína o sustancia lábil al oxigeno (24), el cual nos 
fue muy útil para progresar en nuestras investigaciones futuras. El método 
estándar de medida de actividad implica la extracción de electrones de un 
mediador (metil-viológeno) previamente reducido -usualmente por ditionito 
sódico (hidrosulfito sódico) -, para formar hidrógeno. Los primeros datos que 
obtuvimos fueron sobre la influencia del potencial redox en la actividad de 
ambas hidrogenasas; concluimos que en C. pasterianum  implicaba dos pasos 
de un electrón, mientras que en C. vinosum era un proceso reductivo de dos 
electrones (25). Otras contribuciones consistieron en métodos alternativos al 
ditionito para la reducción del metil-viológeno, empleando zinc, alojado todo en 
un dispositivo anaerobio; como conclusión, el zinc es de elección a pH ≤ 7, 
mientras que el ditionito debe utilizarse sólo a valores de pH superiores (26). D. 
Roberto Munilla (quien leyó su Tesis doctoral en 1986), el Dr. Carlos 
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Montuenga y la Prof. Maria Fatima Morais (U. de Lisboa) trabajaron en estos 
temas. 
 Durante un año sabático del Dr. Vicente Torres Pascual (INIA Madrid) y 
con la ayuda también del Dr. Manuel Núñez (INIA), fuimos capaces de 
demostrar que algunos cereales -cebada axénica- en condiciones de estrés 
anaerobio inducían una hidrogenasa (27, 28), lo que iba en contra de lo 
admitido en la literatura: que los organismos superiores no tenían hidrogenasa. 
Asimismo, en una colaboración con el Dr. Pedro J. Aparicio (CIB-CSIC) se  
demostró la influencia de la intensidad de la luz y de la presencia de fuentes de 
nitrógeno oxidado -nitratos o nitritos- en la producción de hidrógeno por el alga 
verde Chlamydomonas reinhardii (29). 
 En colaboración con el Prof. T. Ruiz Argüeso (U. Politécnica de Madrid), 
se llevó a cabo un proyecto de investigación ambicioso con la Bradyrhizobium 
japonicum, tanto en los bacteroides de nódulos de leguminosas (soja) como en 
células libres. Esta hidrogenasa, funciona fundamentalmente como 
recuperadora del H2  que se pierde a la atmósfera cuando la nitrogenasa fija N2, 
siendo máxima la actividad a pH 8; también pudimos demostrar su actividad de 
formación de H2, cuya producción máxima se daba a pH 4 (30). Nuestra 
contribución al mecanismo de evolución de hidrógeno por esta hidrogenasa 
activante de H2 demostró claramente que en el centro activo de la enzima falta 
la base B, lo que explica el por qué la producción de H2 se hace muy lenta a pH 
neutro o ligeramente alcalino (31). En todas estas investigaciones participaron 
la Dra. Mirta Barate y Dª Presentación Reyes Lorite (quien leyó su Tesis 
doctoral en 1990). 
 En paralelo, intentamos poner a punto el sistema acoplado para producir 
hidrógeno (constituido por cloroplastos de espinaca + metil-viológeno + 
hidrogenasa). Los pobres resultados obtenidos, nos indicaron que todavía este 
sistema necesitaba mucha investigación básica para resolver el problema de la 
inactivación de hidrogenasas por O2. Por lo que entonces nuestros esfuerzos 
se dirigieron a profundizar en el estudio de las hidrogenasas, tema que ha 
avanzado enormemente en los últimos años, y en el que todavía se sigue 
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investigándose en nuestro Departamento bajo la dirección del Prof. Víctor M. 
Fernández. Precisamente ahora es cuando está de moda en todo el mundo la 
investigación sobre energía biorrenovable, incluida la biofotólisis del agua. 
2.4. Lipasas (y enzimas relacionadas) desde 1987 
 En la hoja de ruta del autor para desarrollar la biocatálisis en el CSIC 
figuraba ir cambiando a temas cada vez más aplicados en la industria. Después 
de una larga y meditada búsqueda, y de conversaciones con expertos, vi claro 
que las lipasas tenían un gran potencial para la industria, pero que apenas 
estaban siendo estudiadas en los laboratorios de empresas punteras. Tampoco 
eran investigadas en laboratorios universitarios o de organismos de 
investigación, ya que era de todos conocido -sobre todo por las excelentes 
investigaciones sobre lipasas por el grupo de P. Desnuelles, en Francia 
(Marsella)- que eran unos sistemas complejos, cuya reproducibilidad era muy 
baja; lógico, si se tiene en cuenta que por actuar las lipasas sobre sustratos 
insolubles en agua, para poder actuar la enzima sobre el lípido, éste debía 
estar en la interfase lípido/agua. Al principio de los años 80 los papers/patentes 
publicados provenían principalmente de algunas universidades en Japón (que 
empezaban a estudiar lipasas insolubilizadas en soportes) y de la industria 
europea (principalmente Unilever en Inglaterra, y también Novozymes en 
Dinamarca). Otro factor importante que influyó en mi decisión fue el que 
España era el primer productor mundial de aceite de oliva, y el enorme exceso 
de grasas y aceites de la Unión Europea. 
 Una vez tomada la decisión, era fundamental hacerse con una excelente 
colección de los –no muchos- trabajos sobre el tema que ya había en la 
bibliografía. El Dr. Alasdair Macrae (Unilever UK) fue de gran ayuda en los 
primeros momentos para poner a punto los métodos más usuales en la 
investigación sobre lipasas, lo que se completó con una visita a su laboratorio. 
Otro punto a favor era que algunas lipasas eran asequibles comercialmente, y 
además a bajo precio. Desde el punto de vista de la hidrólisis de grasas 
neutras (triglicéridos) las lipasas han sido clasificadas en: inespecíficas, 1,3-
específicas, y ácido-graso-específicas. La Dra. Cristina Otero comenzó la 
experimentación con la lipasa de Candida cylindracea (después catalogada 
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como C. rugosa), que -a través de sus grupos amino- fue inmovilizada sobre 
Sepharosa 6B previamente activada por nosotros -por reacción con glicidol-, en 
condiciones en que se conseguía un soporte muy activado, lo cual redundaba 
en una enzima unida covalentemente por múltiples puntos a la matriz sólida 
(32-34). Los derivados obtenidos, mostraron una mayor resistencia a la 
inactivación comparados con la enzima soluble -eran 140 veces más estables-; 
asimismo, fueron mucho más resistentes al efecto desnaturalizador de 
disolventes orgánicos polares cuyo log P -definido como el coeficiente de 
partición entre 1-octanol y agua- difería (acetonitrilo, dioxano, alcoholes 
alifáticos). Estos datos, coincidían con lo reportado en la literatura; ya en 1982 
A. Klibanov (Massachusetts Institute of Technology) en una revisión comentaba 
que la unión covalente enzima-soporte por multipuntos era un buen método 
para conseguir enzimas inmovilizados más estables. Por este tiempo, se 
incorporó a nuestro grupo el Dr. Eitel Pastor, experto en análisis 
cromatográficos. 
 Con nuestras lipasas, comenzamos una colaboración con los Drs. M. 
Martín-Lomas y M. Bernabé (CSIC Madrid), expertos en carbohidratos y RMN. 
Así, aplicando lipasas solubles e inmovilizadas, conseguimos una excelente 
desacilación de derivados de beta-D-galactopiranosa (35) y resultados muy 
prometedores en la acilación regioselectiva de la sacarosa (36). Igualmente, y a 
consecuencia de una estancia del autor en el Dept. of Chemistry, U. of 
Canterbury (Prof. R. Freedman), colaboramos con el Dr. C. Oldfield sobre el 
tema de catálisis micelar (37). Otero et al. (38) consiguieron demostrar que el 
empleo de ciclodextrinas para solubilizar sustratos de lipasas conducía a 
incrementar la solubilidad del sustrato y la estabilidad de la enzima y a los 
mismos valores en los parámetros cinéticos determinados. 
 La Tesis doctoral de Dª Maria Luisa Rúa (1991) versó sobre la 
purificación, caracterización molecular y propiedades catalíticas en fase acuosa 
y en microemulsiones w/o -water in oil- de la lipasa de Candida rugosa. 
Después de que el grupo de L. Alberghina (U. di Milano) encontrase la 
presencia de varios genes con actividad lipasa, fuimos los primeros que 
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purificamos dos isoenzimas (A y B) de esta lipasa, y las caracterizamos desde 
el punto de vista de su composición de glúcidos y su actividad catalítica (39). 
Estas isoformas han sido después estudiadas muy exhaustivamente en todo el 
mundo (previamente habíamos solicitado una patente). 
 Posteriormente –y coincidiendo con el traslado del Instituto desde el 
campus de Serrano al de la U. Autónoma de Madrid en Cantoblanco- 
empezamos una línea sobre la preparación enzimática de aditivos alimentarios. 
Los mono y diglicéridos de ácidos grasos están clasificados en el grupo 4 de 
aditivos alimentarios (agentes emulsificantes, estabilizantes, espesantes y 
gelificantes), con el código E471 en la nomenclatura internacional. Dado que 
según Brown (40) los restos de ácido graso C12:0, C14:0 y C16:0 aumentan el 
colesterol en humanos y no así el C18:0 (acido esteárico) -porque  un sistema 
enzimático tipo desaturasa lo convierte en ácido oleico (C18:1)-, nuestras 
investigaciones se dirigieron a preparar glicéridos de restos cortos –e.g. de 
ácido butírico(C4:0)- y también los correspondientes con restos C18. Para 
obtener la mezcla E471, se puede hidrolizar el triglicérido, o bien sintetizar 
mono + di esteres partiendo de glicerina y un donador de acilo. Así, estudiamos 
la influencia del soporte en el curso de la reacción de hidrólisis de tributirina por 
lipasas solubles e inmovilizadas (41), en las que los soportes se eligieron por 
su distinta acuafilia: el mejor resultado -p.e., 90% de monobutirina- se obtuvo 
con lipasa de C. rugosa inmovilizada sobre tierra de diatomeas (Celita), el 
soporte menos acuafílico. Similarmente, la preparación de E471 fue abordada 
desde la síntesis, utilizando lipasas solubles inmovilizadas y químicamente 
modificadas. En todos los casos, la reacción entre glicerol y butirato de etilo 
condujo a la formación del monobutirato (42). Los mejores resultados se 
obtuvieron con las siguientes lipasas: C. rugosa soluble, Mucor miehei 
inmovilizada en una resina fenol-formaldehido (Lipozyme IM), y C. rugosa 
inmovilizada sobre Celita.  
 Pasando a la preparación de mono y diglicéridos de ácido oleico, en el 
planteamiento a través de una síntesis, la mejor lipasa resultó ser Novozym 
435 (lipasa B de Candida antarctica insolubilizada sobre una resina acrílica 
macroporosa) (43). En todas condiciones, la transesterificación con oleato de 
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etilo resultó muy superior a la esterificación de glicerina con ácido oleico. La 
reacción en heptano para obtener mono y dioleína dio los mayores 
rendimientos cuando la adición de agua era del 3%; en todos los casos, las 
cantidades de mono y diglicérido formadas eran similares. Sin embargo, 
cuando la reacción se hizo en una sola fase (adicionando 3% de acetonitrilo o 
acetona), la reacción era mucho más selectiva a monooleína. En el 
planteamiento a través de hidrólisis, lipasas de diversos orígenes -en forma 
soluble o inmovilizada en soportes de diversa acuafilia- fueron utilizadas para 
preparar E471 hidrolizando trioleína emulsionada (44). La lipasa pancreática 
porcina adsorbida sobre Celita resultó ser el mejor biocatalizador, dando un 
80% de rendimiento a monooleína + dioleína. Los datos fueron ajustados a un 
mecanismo secuencial de hidrólisis, las diferencias en constantes catalíticas 
siendo debidas a la regioselectividad de la enzima y/o la acuafilia de cada 
soporte. En el caso de la preparación de mono y diestearina por glicerólisis del 
estearato de etilo y por esterificación directa de glicerol con Novozyme 435 
(45); los resultados  fueron en el mismo sentido que en el caso de mono y 
dioleína. 
 En la Tesis doctoral de D. Manuel Ferrer Martínez (1999) se estudió la 
utilización de lipasas comerciales y aisladas de hongos filamentosos para la 
síntesis de esteres carboxílicos de di- y oligosacáridos. Se trataba de preparar 
esteres (puros) de sacarosa, pero también de maltosa, maltotriosa, 
alquilmaltósidos, etc. y calibrar/medir sus propiedades tensioactivas. Además 
de emplear las lipasas comerciales disponibles, estudiamos otras fuentes de 
ellas: a partir del cultivo de hongos filamentosos, y a partir de residuos 
industriales procedentes de caldos de fermentación originados en la producción 
de antibióticos (a través de nuestra colaboración con la Dra. Fuensanta Reyes, 
CIB, CSIC Madrid). Describimos entonces un nuevo método para detectar 
actividad lipolítica en placa Petri, basado en Tween 80 como sustrato de 
lipasas/esterasas  (46), proyecto en el que  participó el Dr. Oscar Nuero. Así, a 
partir de unos caldos industriales empleados en la síntesis de acido 
penicilánico, se aisló y caracterizó una lipasa de Penicillium chrysogenum (47) 
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 Por lo que respecta a la síntesis de esteres de sacarosa y de otros di- y 
oligosacáridos, estas investigaciones fueron realizadas dentro de sendos 
proyectos europeos en las que también participaron grupos académicos de 
Francia, Grecia y Reino Unido, y dos empresas (de Dinamarca -Novozymes- y 
de Francia –Prabil-). Pronto se comprobó que la disolución de la sacarosa en la 
mezcla de reacción era un paso muy lento que podría ser el limitante de la 
reacción global catalizada (48). Nuestro laboratorio, encontró un método de 
síntesis (49, 50) muy superior a todos los que había en la literatura hasta la 
fecha -y que todavía no ha sido mejorado-, mediante transesterificación con 
esteres de vinilo, basado en el empleo de mezclas de alcohol tert-amílico y 
dimetilsulfóxido; además, se realizó un estudio comparativo del soporte/método 
de inmovilización de la misma lipasa en la producción de los esteres de 
sacarosa (51) Estos estudios se ampliaron -coincidiendo con la llegada de la 
Dra. M. Angeles Cruces- a otros di y oligosacáridos -maltosa, leucrosa, 
maltotriosa y n-dodecil-maltósido- (52, 53). Todos estos compuestos son muy 
interesantes por sus propiedades tensioactivas,  antitumorales y anticaries, las 
cuales se determinaron –respectivamente- en colaboración con los Drs. José L. 
Parra y F. Comelles (CSIC Barcelona) (54), con el Prof. José V. Castell (U. de 
Valencia) (55), y con el Prof. Mooser (U. of Southern California) (56). Un 
hallazgo interesante fue que demostramos que la catálisis química por el sólido 
empleado como soporte también daba reacción (57) y podía así haber falseado 
algunos datos de la literatura que se atribuían únicamente al poder catalítico 
del enzima. A estas investigaciones se incorporó (2002-2005) la Dra. D. Reyes-
Duarte (México) (58). Finalmente, las propiedades antimicrobianas de los 
esteres de carbohidratos se estudiaron en colaboración con los Profs. José L. 
Copa y Juan Soliveri (U. de Alcalá) (59). 
 La Tesis doctoral (2002) de Dª Gloria Fuentes versó sobre lipasas y 
otras proteasas, utilizando principalmente herramientas bioinformáticas. Sus 
resultados demostraron el importante papel de los efectos entrópicos en los 
mecanismos de reacción (60- 62). 
 En nuestras insolubilizaciones de enzimas hemos trabajado con muchos 
soportes, entre los que sobresalen los soportes acrílicos activados con grupos 
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epóxido (p.e. Eupergit C, Sepabeads, Dilbeads). En su detallada 
caracterización física nos ayudaron la Profª. M. L. Rojas-Cervantes (UNED) y el 
Dr. M. Yates (CSIC) (Figura 1.1). 
 Los soportes Dilbeads fueron los mejores para inmovilizar la esterol 
esterasa de Ophiotoma piceae y aplicarla después en el procesado de madera 
de eucalipto por disminución del residuo resinoso –“pitch”- (trabajos en 
colaboración con los Drs. Angel T. Martínez y M. Jesús Martínez (CIB-CSIC)). 
Para visualizar la distribución del enzima dentro de las esferillas Dilbeads, se 
usó –después de marcar (en verde) la posición de las moléculas de enzima con 
isotiocianato de fluoresceína- la microscopia confocal (Figura 1.2). 
 En un proyecto cooperativo con el Prof. P. T. Vasudevan (U. of New 
Hampshire, USA) -quien disfrutó de un sabático en nuestro laboratorio- 
caracterizamos un interesante soporte hidrofílico para inmovilizar enzimas, 
CoFoam, basado en poliuretano (63). 
Modificación química de hidrolasas 
 Durante mi estancia sabática en la U. de Chicago (con el Prof. E. T. 
Kaiser), conseguimos modificar la papaína con un derivado de flavina, y así 
transformar una hidrolasa en una oxidorreductasa (64). Siguiendo este 
abordaje, y dentro de mi filosofía (hoja de ruta) de preparar en nuestro 
laboratorio los mejores biocatalizadores -más activos, estables, selectivos, y/o 
con nuevas actividades-, realizaron su Tesis doctorales D. Francisco J. Plou 
Gasca (sobre subtilisina, 1993) y Dª Mª Visitación Calvo (lipasas, 1997). La 
subtilisina se modificó -tal como ocurre in vivo- con residuos de ácidos grasos 
(65); la octanoil- y palmitoil-subtilisina resultaron ser las enzimas más 
promiscuas (actividad con muchos sustratos distintos) y mucho más estables. 
El Dr. F.J. Plou realizó su estancia postdoctoral en la Universidad de Londres 
(con el Prof. K. Brocklehurst), donde estudió con técnicas muy sofisticadas el 
mecanismo de acción de la subtilisina y otras hidrolasas, lo que fue muy 
importante para poder continuar en el laboratorio con este tipo de estudios 
durante muchos años; allí colaboró con el Dr. Chandra Verma, de la University 
of York, experto en bioinformática. 
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Figura 1.1.- Fotografías de microscopia electrónica de barrido de Dilbeads: EZ tiene menor área 
especifica y menor volumen de poro que TA (P. Torres Salas, Tesis doctoral, Universidad 
Autónoma de Madrid, 2009). 
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B
Biocatálisis:	  Un	  proyecto	  personal	  	   35	  
 
 
Figura 1.2- Las imágenes fueron obtenidas en secciones de 5 µm a lo largo de un diámetro (100 
µm) (P. Torres Salas, Tesis doctoral). 
 
Por otra parte, las lipasas A y B de C. rugosa fueron modificadas con 
residuos C8:0 y con polietilenglicol –el cual confiere a la proteína modificada o 
“PEGilated” una mayor resistencia a destrucción por proteasas- (66, 67); la 
actividad de síntesis, su estabilidad a valores de pH alcalinos y su resistencia a 
surfactantes resultó aumentada de manera significativa. Asimismo, un estudio 
cinético detallado de estas isoformas actuando en micelas fue realizado en 
colaboración con los Profs. Javier Burguillo y Manuel G. Roig (U. de  
Salamanca) (68). Dentro de esta línea y procurando siempre diseñar y obtener 
en el laboratorio los mejores biocatalizadores, conseguimos obtener 
(investigaciones del Dr. O. Nuero) -mediante modificación química de un 
enzima nativo- una enzima semisintética novedosa (69): una ribonucleasa que 
se convirtió en glicoenzima por reacción con azúcares reductores, la enzima 
artificial resultó ser mucho más estable a la temperatura que la enzima nativa. 
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2.5. Metodologia de inmovilizacion sol-gel (1993–2001) 
 Con la incorporación del Dr. Iqbal Gill (Institute of Food Research, 
Reading, UK) al grupo, se desarrolló un nuevo tema, la encapsulación de 
enzimas (y otras moléculas lábiles) en matrices robustas a base de poliol-
silicatos y poliol-siloxanos -especialmente matrices basadas en glicerol-, 
siguiendo un protocolo de condiciones de reacción suaves (70). Los vidrios y 
cerámicas obtenidos eran de mejores prestaciones que los previamente 
obtenidos por otras metodologías alternativas, lo que abría la puerta para el 
atrapamiento de biocatalizadores (71), pero también de biosensores y de 
ligandos para biodiagnóstico. En esta línea, los biocomposites lipasa-silicona 
preparados (72) resultaron ser unos biocatalizadores inmovilizados muy 
eficientes y versátiles; demostraron hiperactividad, y poseían altas densidades 
de Unidades catalíticas por gramo, y alta actividad en operación, así como 
estabilidad tanto en medios acuosos como orgánicos. Utilizando la enzima 
organofósforo-hidrolasa, los materiales obtenidos se ensayaron para la 
degradación de agentes neurotóxicos fosforados, resultando materiales 
biocatalíticos eficientes en la protección personal y en la destoxificación a gran 
escala (73). Usando metodología similar se prepararon inmunoglobulina-
polidiacetileno sol-gel nanocomposites, los cuales demostraron ser unos 
excelentes estado-sólido nanosensores cromáticos, buenos candidatos para 
plataformas de “microarrays” (74). Como consecuencia de estas 
investigaciones, se publicaron sendas y largas revisiones en Trends in 
Biotechnology sobre bioencapsulación dentro de polímeros sintéticos, tanto 
referentes a encapsulación sol-gel (75) como a no-sol-gel biocomposites 
proteína-polímero (76). 
2.6.  Enzimas que actúan sobre carbohidratos (desde 1994) 
 La Unión Europea dentro del IV Programa Marco empezó a financiar 
investigaciones sobre enzimas cuyos sustratos fueran glúcidos. En 
colaboración con 8 equipos europeos (2 empresas, 6 Universidades) de 6 
países, conseguimos un proyecto excelentemente financiado para 1994 a 
1996. Se trataba de estudiar dos enzimas inéditos hasta la fecha en nuestro 
laboratorio: Ciclodextrina glucosiltransferasa (CGTasa) y Dextran-sacarasa 
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(DSasa) -ésta era de Leuconostoc mesenteroides y suministrada dentro de una 
colaboración con el Prof. Pierre Monsan (INSA Toulouse)-. La puesta a punto 
de los nuevos métodos y los primeros resultados constituyeron la Tesis 
doctoral de D. Miguel Alcalde Galeote (1999). Los primeros estudios 
consistieron en la modificación química de la CGTasa (para lo cual contamos 
con la colaboración del Dr. Enrique Méndez (CNB, CSIC Madrid)) y su efecto 
en su actividad normal -formación de ciclodextrinas-, estabilidad y selectividad 
a productos (77-80). Después, Dª M. Teresa Martín trabajó (Tesis doctoral 
2001) en su inmovilización en sílice y en Sepharosa (81), y sobre Eupergit C 
(82). Además, las investigaciones continuaron con la síntesis de 
maltooligosacáridos con CGTasa (83), en condiciones no naturales de reacción 
--introduciendo un aceptor en la reacción, de manera que la formación de 
ciclodextrinas estaba totalmente inhibida-. En estos y otros temas relacionados 
trabajó con nosotros durante 3 años el Dr. H. García-Arellano (México). 
 En el caso de la DSasa cepa 512 -que forma dextranos con enlaces alfa-
D-1→6 y alfa-D-1→3, se estudió la estabilidad de la enzima atrapada en 
esferillas de alginato cálcico, en presencia de diversos disolventes orgánicos, 
consiguiéndose la máxima estabilización en dimetilsulfóxido (84).  
 Posteriormente, se investigó la inmovilización -por enlace covalente en 
sílice y por atrapamiento en alginato- de dextransacarasa nativa y libre-de-
dextrano, para la síntesis de glucooligosacáridos (85). Asimismo, la 
inmovilización en LentiKats -hidrogeles de polivinilalcohol, desarrollados por 
W.A. Ding y K.D. Vorlop en 1993, resultó ser un método superior al usual de 
atrapamiento en alginato en la reacción de aceptor con metil-alfa-D-
glucopiranósido, probablemente debido a la disminución de las limitaciones 
difusionales (86, 87). Posteriormente, la DSasa -previamente tratada con 
dextranasa para eliminar el dextrano ligado-  fue insolubilizada sobre soportes 
Eupergit C (polímero acrílico epoxi-activado) que poseían muy distintas 
propiedades texturales (88); los derivados obtenidos resultaron ser muy 
adecuados para reactores en batch y de lecho fijo. En un estudio posterior, se 
sintetizaron metil-alfa-D-glucooligosacáridos con DSasa  L. mesenteroides 
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cepa 1299 (atrapada en alginato; esta cepa forma dextranos que tienen 
también enlaces alfa-D-1→2 entre los monosacáridos) (89). Dª Aránzazu 
Gómez de Segura realizó su Tesis doctoral con estas investigaciones. 
 El Prof. Emilio Cepeda León, del Departamento de Ingeniería Química, 
Universidad del País Vasco, contactó con el autor porque quería iniciar una 
línea de biocatálisis. Sugerí que podíamos investigar sobre glucoamilasa y 
beta-amilasa, lo que se concretó en la Tesis doctoral de D. Marcelino Hermosa 
Abajo (1999) (90). Se realizó una investigación detallada sobre la optimización 
de la hidrólisis de maltodextrina por glucoamilasa en un reactor tipo batch, que 
se ajustaba bien al modelo matemático planteado (91).  
 Estas investigaciones sobre “la reacción de aceptor” fueron derivando en 
nuestro interés hacia los alimentos prebióticos, tema de gran relevancia en el 
laboratorio y cuyo responsable es el Dr. Francisco J. Plou. 
Alimentos prebióticos 
 Los alimentos prebióticos son ingredientes no digeribles de los alimentos 
que afectan beneficiosamente al huésped por una estimulación selectiva del 
crecimiento y/o actividad de un limitado grupo de bacterias y otros 
microorganismos en el colon. Y dentro de los prebióticos, los oligosacáridos 
prebióticos constituyen el grupo más importante: fundamentalmente estamos 
hablando de fructooligosacáridos (FOS), aunque también tienen gran aplicación 
los isomaltooligosacáridos (IMOS) y los transgalactooligosacáridos (GalOS). 
Los oligosacáridos prebióticos son específicamente metabolizados por la 
microbiota bacteriana beneficiosa (géneros Bifidobacterium, Bacteroides, 
Lactobacillus), que crecerá selectivamente en detrimento de la flora intestinal 
patógena (enterobacterias, clostridia, etc.).  
 El primer paso en la investigación fue la obtención de FOS, estudios en 
los que participó (2004-2007) el Dr. Iraj Ghazi (Irán), junto con Dª L. Fernández 
Arrojo, quien realizó su Tesis doctoral (2009). Los enzimas implicados poseen 
no sólo la propiedad de transferir un grupo fructosa, sino también la actividad 
para hidrolizar los oligosacáridos presentes, por lo que se debe trabajar con 
enzimas con una ratio alta entre la actividad transferasa y la de hidrólisis. 
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Martín et al. (92) investigaron la síntesis de maltooligosil-fructofuranósidos por 
CGTasa inmovilizada en Eupergit C usando almidón como donador. Ghazi et 
al. (93) encontraron que una preparación comercial de la enzima pectinasa de 
Aspergillus aculeatus contenía una gran actividad fructosiltransferasa y escaso 
poder hidrolizante; la ratio entre estas dos actividades es máxima cuando la 
concentración de sacarosa en el medio de reacción es superior a 630 g/L. 
 
Figura 1.3.- Determinación del número y situación de residuos potencialmente reactivos a pH 8 en 
un modelo 3D estimado para la β-fructofuranosidasa de Aspergillus niger según los cálculos 
realizados con el software de PROPKA. En azul, los residuos reactivos a pH 8 (grupos anino 
desprotonados): N-terminal, LYS 170 y LYS 374. 
 
 Para explicar la diferente reactividad relativa de A. aculeatus y 
Aspergillus niger a pH 8, se aplicó el programa PROPKA (L. Fernandez Arrojo, 
Tesis doctoral, Universidad Autónoma de Madrid, 2009). 
 También se usaron subproductos industriales, como el jarabe y la 
melaza de remolacha. Con su inmovilización en Eupergit C de distinta 
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porosidad se consiguió, en reactor tipo batch,  una concentración de 390 g/L de 
FOS (93). Esta interesante enzima fue posteriormente purificada y 
caracterizada; se trata de un dímero de 135 kDa y 20% de azúcares en su 
composición (94). En un estudio en colaboración con la Profª. Mª Fernández 
Lobato (CBM, UAM-CSIC), el Dr. Julio Polaina (IATA-CSIC) y el Dr. Jesús 
Jiménez-Barbero (CIB-CSIC), se caracterizó una beta-fructofuranosidasa de 
Schwanniomyces occidentalis que tenía actividad de transfructosilación: el 
resultado fue la producción con buen rendimiento del prebiótico 6-kestosa (95). 
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Figura 1.4.- Estructuras de posibles FOS que pueden formarse en este tipo de reacciones (L. 
Fernández Arrojo, Tesis doctoral). 
2.7. Investigación sobre compuestos antioxidantes, desde 2006 
 Un alimento funcional puede definirse como aquél que ejerce un efecto 
beneficioso sobre una o varias funciones biológicas con el objetivo de paliar o 
prevenir la aparición de diferentes procesos patológicos. Dentro de los 
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ingredientes funcionales, por lo que respecta a nuestro laboratorio debemos 
citar los prebióticos y los compuestos fenólicos.  
 Los compuestos fenólicos son aquellos que tienen al menos un anillo 
aromático con un grupo OH en su estructura. Se ha demostrado diferentes 
actividades biológicas para estos compuestos, siendo su actividad antioxidante 
la más relevante, ya que los procesos oxidativos son causa de muchas 
enfermedades debido a la acumulación de radicales libres. La teoría oxidante 
de la enfermedad consiste en que determinadas situaciones de estrés o 
patologías diversas provocan un aumento exagerado de la concentración de 
radicales libres, produciéndose entonces daño tisular, el cual puede 
desembocar en enfermedad.  
 En nuestros estudios hemos investigado --usando enzimas diversas-- la 
modificación química de vitaminas antioxidantes (vitaminas C y E) (96-98) y de 
resveratrol. El resveratrol es una molécula que está siendo actualmente muy 
estudiada por ser la responsable de la “paradoja francesa” (baja incidencia en 
Francia de enfermedades cardiovasculares, a pesar del que es el primer 
consumidor de vino del mundo). En muchos casos, el resveratrol se encuentra 
en la naturaleza en forma de 3-O-beta-D-glucosil-resveratrol (piceido). Dª 
Pamela Torres, en su Tesis doctoral, ha desarrollado métodos de acilación y de 
glicosilación regioselectiva de resveratrol utilizando lipasas y CGTasas 
respectivamente (99-101). El Dr. A. Kunamneni (India) ha participado (2005-
2008) en estos y en otros estudios. 
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Figura 1.5.- Algunos estilbenos de la familia del resveratrol (P. Torres Salas, Tesis doctoral). 
 
2.8. Investigaciones aplicando las nuevas herramientas moleculares 
aplicadas en biocatálisis 
 Como apuesta de futuro, y teniendo en cuenta las tecnologías del ADN 
recombinante que empezaban a aplicarse en los laboratorios punteros en 
Biocatálisis, seleccionamos cuidadosamente los laboratorios extranjeros en que 
los Drs. Miguel Alcalde y Manuel Ferrer deberían aprenderlas, para 
posteriormente a su regreso poderlas implementar en nuestro laboratorio. Y 
que la formación de excelencia obtenida les fuese importante a la hora de optar 
a plazas de investigador. 
2.8.1. Metagenómica para biocatálisis (2004-2007) 
 Este abordaje ha sido iniciado en nuestro grupo por el Dr. Manuel Ferrer, 
después de realizar una estancia postdoctoral de 3 años en el Centro Federal 
de Biotecnología con el Prof. K. Timmis (GBF, Alemania). El Dr. Timmis tiene 
acceso a metagenomas en localizaciones extremas (102), como una fosa 
marina en el Mediterráneo, o incluso un volcán en Japón; también al del rumen 
de vaca (103-106). Esto ha hecho que a partir de estas muestras inéditas se 
haya podido rescatar estructura de ADNs de organismos que no se saben 
cultivar en el laboratorio, y que se hayan podido encontrar actividades 
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enzimáticas muy especiales. Así, se han obtenido una carboxilesterasa que se 
ha podido transformar en lipasa mediante una mutación al azar (103), una 
polifenol oxidasa de propiedades inéditas (104), se ha profundizado en el  
mecanismo de una acetilxilano-esterasa perteneciente a la familia carbohidrato 
6 (105) y una ciclodextrinasa novedosa (106). Dª Ana Beloqui ha realizado en 
estos y otros sistemas su Tesis doctoral (2009). (En el capítulo del Dr. M. 
Ferrer, incluido en esta Monografía, puede encontrarse información detallada 
sobre la herramienta de metagénomica en biocatálisis). 
2.8.2. Evolución molecular dirigida (desde 2003) 
 La Evolución Molecular Dirigida es una herramienta para diseñar 
funciones enzimáticas novedosas nunca antes requeridas en ambientes 
naturales, y que tiene un gran potencial científico y tecnológico. Se trata de 
reproducir en el laboratorio los procesos clave de la evolución natural, pero con 
una escala de tiempos de sólo meses (en vez de millones de años). 
 Para formarse en Evolución Dirigida, el Dr. Miguel Alcalde realizó una 
estancia de dos años con la Profª. Frances Arnold, del California Institute of 
Technology, la primera autoridad mundial en el tema (107). Esta 
especialización pudo ser aplicada en un proyecto solicitado después de la 
catástrofe del Prestige en las costas gallegas en 2002, para la eliminación de 
hidrocarburos poliaromáticos mediante aplicación de enzimas oxidorreductasa 
(p.e. lacasa (108, 109)). Este tipo de investigaciones abren la puerta a la 
“environmental biocatalysis”, en la que la biodegradación de productos 
contaminantes no se hace con células enteras sino con enzimas (110, 111). El 
autor fue Chairman del Simposio “Environmental biocatalysis: From remediation 
with enzymes to novel green processes”, Córdoba 2006, organizado en 
colaboración con los Profs. J.M. Marinas y Diego Luna. 
 Dentro de esta tecnología para obtener los mejores biocatalizadores 
(enzimas) se ha llevado a cabo la ingeniería de lacasas mediante mutagénesis 
combinatorial de saturación siguiendo la técnica IVOE (In Vivo Overlap 
Extension) (112). Uno de los resultados más notables se alcanzó con la 
evolución de una lacasa fúngica para hacerla resistente a altas 
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concentraciones de disolventes orgánicos (etanol, acetonitrilo, DMSO y otros) 
(113), trabajo que constituyó la tesis doctoral de Miren Zumárraga (2007). En 
colaboración con investigadores de nuestro Instituto y con el Prof. S. Shleev de 
la Universidad de Malmö, Suecia, se ha avanzado en la caracterización de un 
mutante originado a partir de lacasa T2 de Myceliophthora thermophila (114, 
115). Finalmente, hemos publicado un estudio actividad/estabilidad mediante 
evolución de librerías de oxidorreductasas ligninolíticas (116). Más 
recientemente estamos involucrados en varios proyectos de evolución dirigida 
de oxidoreductasas ligninolíticas de alto potencial redox, financiados con 
fondos nacionales y europeos, y en colaboración con los Drs. A.T. Martinez, S. 
Camarero y M. J. Martinez (CIB, CSIC Madrid). En particular, el resultado más 
notorio ha sido la evolución dirigida de lacasas de alto potencial redox (117). 
También hemos empleado la evolución dirigida en varios contratos con 
empresas farmacéuticas con la finalidad de estudiar inhibidores de la síntesis 
de colesterol. (En el capítulo del Dr. Alcalde, incluido en esta Monografía, 
puede encontrarse información detallada sobre la herramienta de evolución 
dirigida). 
3.  REFLEXIONES FINALES Y PERSPECTIVAS FUTURAS 
 La sucesión/lista de temas de investigación que se han comentado más 
arriba da en principio una idea de cómo el autor a lo largo de los años ha ido 
adaptando sus temas siguiendo las cambiantes fronteras de la biocatálisis 
aplicada (cf. Tabla I). A continuación menciono unas reflexiones personales 
sobre los años pasados, junto con algunas investigaciones/temas que, en mi 
opinión, tendrán un gran impacto y relevancia en el futuro. 
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Tabla I.- Temas de investigación del autor.  
SISTEMA LINEA / OBJETIVO AREAS 
2.1 Enzimas de 
biosíntesis de histidina  
(1969-1976) 
Bioquímica y Biología 
molecular 
Microbiología 
aplicada 
2.2 Nucleasas 
inmovilizadas (1973-1998) 
Eliminación de ácidos 
nucleicos 
Alimentación 
humana y animal 
2.3 Hidrogenasas (Desde 
1976) 
Biofotólisis del agua Energía 
 
2.4 Lipasas (Desde 1987) Síntesis de mono y di-
glicéridos 
Alimentación 
2.5 Inmovilización sol-gel     
(1993-2001) 
Silicatos y Siloxanos Salud  
Otras áreas 
2.6   Enzimas de azúcares 
(Desde 1994) 
Aditivos alimentarios. 
Ciclodextrinas y     
Dextranos. 
Alimentos prebióticos 
Alimentación y 
Salud  humana y 
animal 
2.7 Modificación 
enzimática   de 
antioxidantes(Desde 
2006) 
Acilación. Glicosilación Nutrición y Salud 
humanas 
2.8.1 Metagenómica para 
biocatálisis (2004 -2007) 
Búsqueda de enzimas 
novedosos 
Varias 
2.8.2 Evolución molecular 
dirigida (Desde 2003) 
Obtención de 
oxidorreductasas con 
propiedades deseadas 
Biorremediación. 
Otras 
 
i)  La empresa Tanabe (Japón) puso en el mercado, durante los años 
1969-1973, tres procesos en gran escala para la obtención de L-aminoácidos 
(a partir de mezclas racémicas) o de ácido L-aspártico o succínico; uno 
utilizaba un enzima, los otros dos usaban células enteras (whole cells), en 
todos los casos el biocatalizador estaba inmovilizado para ser fácilmente 
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recuperado y re-utilizado. El papel de “catalizador” jugado por la empresa Novo 
(Novozymes) ha sido fundamental en el progreso de la biocatálisis industrial a 
lo largo de los años. Desde  1941, en que obtuvo el primer enzima --tripsina (en 
cristales)--, usado en el procesado de pieles, hasta la lipasa Novozym 435 
(todo un éxito hasta la actualidad en muy diversas reacciones de química 
orgánica) pasando por  enzimas para detergentes, glucosa isomerasa para la 
obtención de jarabes de glucosa-fructosa, enzimas clarificadoras de cerveza o 
de zumos,… 
 Después de que al principio de los años 70 se introdujese la tecnología 
del “gene splicing”, es decir, la posibilidad de hacer ingeniería genética con la 
información escrita en los cromosomas, ya en los 80 aparecieron los primeros 
enzimas comerciales procedentes de (micro)organismos genéticamente 
modificados, OGM. Y esta tendencia ha continuado y continuará con pujanza 
en el futuro, ahora que cada vez tienen menos fuerza las voces que se oponen 
al uso de OGM.  
ii) En centros académicos los primeros trabajos que iban apareciendo 
hacia  1970 se limitaban a inmovilizar/insolubilizar un enzima; se decía por 
aquellos años que había autores que elegían un trío soporte/enzima/tipo de 
enlace entre ambos, para publicar otro nuevo paper, lo que en sí no tenía 
mucho sentido. Había que soportar enzimas para realizar algo: obtener tal o 
cual producto, y además con re-utilización del catalizador. Cuando ya se 
habían publicado muchos papers con datos sobre estos tríos, la idea de cambio 
se fue abriendo paso, y se empezó a pensar en la aplicación. El European 
Working Party, recogiendo esta forma de pensar, cambió su nombre de 
“Immobilized Biocatalysts” a “Applied Biocatalysis”. Y apareció la revista 
Biocatalysis and Biotransformation. 
iii)  Como se dice más arriba, la investigación en biocatálisis al principio se 
centró en enzimas inmovilizadas, posteriormente fueron apareciendo los 
estudios académicos con células inmovilizadas. Son conocidas las ventajas y 
desventajas de unos frente a otras; a título de ejemplo, véase (118-122). En 
todo momento ha habido competencia entre células y enzimas inmovilizadas. 
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Para los investigadores en la empresa el mejor soporte es el que no existe; de 
aquí que se hayan desarrollado tanto enzimas como células entrecruzadas 
(CLECs, CLEAs). 
iv) Entre los disolventes no convencionales en biocatálisis últimamente 
están teniendo un gran desarrollo los líquidos iónicos (123), con los que 
estamos dentro de la química verde y lejos de muchos disolventes indeseables 
usados tradicionalmente en química orgánica. 
v) Inmovilización orientada. La insolubilización de un enzima o proteína 
sobre un soporte es casi siempre al azar: en biocatálisis lo que interesa es 
tener una gran densidad de centros activos anclados en un soporte poroso, 
dentro del cual se minimicen o eliminen las restricciones difusionales al 
movimiento de sustratos y productos. Sin embargo, hay otras veces en que es 
fundamental que el anclaje de la molécula de proteína no se produzca de modo 
aleatorio, sino a través de una cierta zona del esqueleto proteico, con lo que la 
macromolécula quedará inmovilizada siguiendo una cierta orientación. Un 
ejemplo a destacar aquí es el de las enzimas oxidorreductasas inmovilizadas 
covalentemente sobre un electrodo: hay que fabricar un recubrimiento de capas 
y grupos activos orientados de una cierta manera para que la proteína se una 
principalmente por un tipo de sus grupos reactivos, y así conseguir que no 
pierda su capacidad de transferencia de electrones tras el enlace (124, 125). 
vi) Usando como inspiración la estructura y mecanismo catalítico de 
enzimas, se está avanzando mucho en el diseño de materiales biomiméticos 
(p.e. zeolitas), muy prometedores en los temas de energía y sostenibilidad 
(126). 
vii) Enzimas termorresistentes útiles en biología molecular. Al igual que 
ocurrió en el caso de la metodología PCR, el cuello de botella de una técnica 
puede desaparecer cuando aparece industrialmente una enzima --ADN 
polimerasa viral-- con unas propiedades únicas (127). 
viii) Como hoy en día se está investigando más y más en temas de salud 
humana (“biotecnología roja”), se está descubriendo que algunos procesos 
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cancerígenos están relacionados con el envejecimiento (véase por ejemplo el 
caso de la enzima telomerasa (128) y de múltiples proteasas (129). 
ix) En la tendencia global actual a hacer un mundo sostenible y a disminuir 
drásticamente la cantidad de CO2 emitido a la atmósfera por la actividad 
humana, están cobrando cada vez más protagonismo los biocarburantes de 
segunda generación (130). 
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